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RESUMO

Hipdteses de rios como barreiras biogeograficas e refugios florestais pleistocénicos sao
apontadas como mecanismos para explicar a rica diversidade em florestas no Neotrdpico.
Espécies disjuntas entre as florestas Amazonica e Atlantica sdo bons modelos para testar
tais hipoteses, pois séo evidéncias de possibilidade de conexdes entre essas florestas na
Ameérica do Sul. Desse modo, usamos analises moleculares e de paelodistribuicdo
potencial da espécie de ave que possui distribui¢do disjunta, Chiroxiphia pareola, para
testar as hipdteses citadas acima, com o objetivo de verificar possiveis processos de
diversificacdo e/ou expanséao de suas populagdes. Seis genes foram analisados, sendo dois
mitocondriais e quatro nucleares. As amostras corresponderam a localidades ao longo da
distribuicdo da espécie. Foram utilizados 179 pontos de ocorréncia e 19 variaveis
climaticas para modelar sua distribuicdo no Presente, Holoceno, Ultimo Maximo Glacial
(LGM, 21 kya) e o ultimo Interglacial (LIG, 120 kya). Nossos resultados suportaram o
reconhecimento de quatro linhagens evolutivamente independentes da espécie politipica
Chiroxiphia pareola, as quais sugerimos que sejam espécies plenas: C. regina, C.
napensis C. pareola e nova espécie, esse Ultimo nome recomendado no presente estudo.
Suportamos a proposta da dinamica dos rios como mecanismos eficazes de diversificacdo
na Amazonia, durante o Plio-Pleistoceno, e ndo corroboramos efeitos das ultimas
méaximas flutuacBes climaticas do Quaternario. Embora nossos resultados suportem a
estabilidade de refugios florestais pleistocénicos na Floresta Atlantica nordestina, ndo
suportamos o papel de rios como mecanismo de diversificacdo nessa regido, durante o
Pleistoceno Superior. Sugerimos ainda uma rota de conexdo entre as florestas Amazonica
e Atlantica por volta do Pleistoceno Médio na regido entre o rio Sdo Francisco e a

Chapada Diamantina, no nordeste brasileiro.

Palavras chave: Amazonia, filogeografia, Floresta Atlantica, Pipridae, refugios

florestais.
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ABSTRACT

DNA and potencial paleodistribuition of Chiroxiphia pareola shows diversification
and historical connections in South America rainforests. Rivers and Pleistocene forest
refuges hypothese have been proposed as mechanisms to explain high diversity in
Neotropical rainforests. Amazon and Atlantic forest disjunct species are good models to
test these hypotheses, because are evidence of possible connections between these forests
in South America. Therefore, we use molecular analyse and potential paelodistribution of
a bird species with disjunct distribution, Chiroxiphia pareola, to test hypothese
mentioned above. We aim to find evidences of possible diversification processes and/or
bird populations expansion. We analyzed two mitochondrial and four nuclear genes of
samples from sites along the species distribution. 179 location points and 19 climate
variables were used to model distribution during the Current, Holocene, Last Glacial
Maximum (LGM, 21 kya) and the Last Interglacial (LIG, 120 kya). Our results supported
four evolutionary independent lineages in species polytypic C. pareola, which we
recommend should be full species: C. regina, C. napensis, C. pareola and New taxon, the
latter name recommended in this study. We support the proposal of rivers dynamics as
effective diversification mechanisms in Amazon during Plio-Pleistocene. However, we
do not corroborate effects of last maximum climatic fluctuations of the Quaternary.
Although our results support forest refuges stability during Late Pleistocene in
northeastern Atlantic forest, we do not support role of rivers as diversification mechanism
in this region. We also suggest a connection route between the Amazon and Atlantic
forests during Middle Pleistocene in region between Sdo Francisco river and Chapada

Diamantina, in northeastern Brazil.

Keywords: Amazon, Atlantic forest, forest refuges, phylogeography, Pipridae.
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Dna e paleodistribuicdo potencial de Chiroxiphia pareola mostram diversificagdo e

conexoes histéricas em florestas da américa do sul
INTRODUCAO

Durante varias décadas, pesquisadores tém procurado por explanacdes e modelos
de diversificacdo para explicar a rica biodiversidade Neotropical (Haffer, 1997). Mais
recentemente, discussdes mais intensas estdo sendo formuladas sobre vérias hipoteses que
explicam os padrdes da diversidade Neotropical, com a utilizacdo de dados
paleontologicos, geologicos e filogenéticos (ver Pennington et al., 2006; Hoorn et al.,
2010; Ribas et al., 2012b; Hughes et al., 2013; Batalha-Filho et al., 2014). Por exemplo,
na AmazoOnia, padrbes de diversificacdo de taxons entre interflivios sdo bem
documentados por Aleixo & Rossetti (2007) e por Ribas et al. (2012b) estudando o género
Psophia. No entanto, ainda sdo poucos os estudos realizados no nordeste brasileiro, regiao
que abriga uma diversidade de ambientes que foram utilizados para propor hipoteses e
modelos de diversificacdo nas décadas de 1970 e 1980, mas que ndo tiveram um aporte
de investigacdo para avancar nessas discussoes, principalmente com a contribuigdo da
biologia molecular.

Dois exemplos classicos e mais discutidos sobre 0os mecanismos de especiacdo em
floresta imida na América do Sul correspondem a 1) hipo6tese dos rios como limites de
distribuicdo e barreiras biogeograficas (Wallace, 1852; Ayres & Clutton-Brock, 1992), e
2) hipdtese dos refugios florestais pleistocénicos, que foi citada inicialmente para explicar
especiacdo de aves na Amazébnia (Haffer, 1969), mas que originou posteriormente
discuss@es para exemplificar diversificacdo na América Tropical (ver Whitmore & Prance
1987). Como consequéncia, no nordeste brasileiro, reflagios florestais oriundos de
processos de expansdo e retracéo de florestas durante flutuagdes climaticas do Pleistoceno
também foram citados como hipdteses para explicar a ocorréncia de Floresta Atlantica
disjunta da Amazoénia nessa regido (ver Vanzolini & Willians, 1970; Ab’Saber, 1977,
Brown & Ab’Saber, 1979; Andrade-Lima, 1982). Ainda, a hipdtese dos rios como
barreira biogeografica entre a biota florestal de margens opostas de rios na Floresta
Atlantica também foi proposta (Silva et al. 2004, Santos et al. 2007; Carnaval & Moritz,
2008; Carnaval et al., 2009; Silva et al., 2012).

A ocorréncia atual de taxons com distribuicdo disjunta entre a Amazonia e a

Floresta Atlantica corresponde a uma das principais evidéncias de possibilidade de



conexdes preteéritas, devido a eventos de expanséo florestal na América do Sul (Whitmore
& Prance, 1987; Oliveiraet al., 1999; Batalha-Filho et al., 2013; Carvalho 2013). Batalha-
Filho et al. (2013) evidenciam a possibilidade de dois principais periodos de conexao
florestal entre a Amazonia e a Floresta Atlantica: 1) um mais antigo, datado do Mioceno
Superior, que pode ter existido ao longo da margem sul do Cerrado atual conectando o
oeste amazonico com a porgédo da Floresta Atlantica localizada mais ao sul; (2) e uma
conexdo mais recente (Plioceno-Pleistoceno) que possivelmente ocorreu sobre os
dominios atuais do Cerrado e Caatinga, conectando as florestas no nordeste do Brasil com
a Amazonia. S&o propostas duas rotas durante essa conexao mais recente, uma rota (A)
adjacente ao litoral norte da regido nordeste e outra (B) pelo interior, na regido do médio
rio Sdo Francisco e Chapada Diamantina (Oliveira et al., 1999).

Ainda, estudos com paleodistribuicdo potencial na Floresta Atlantica sugerem que
o efeito das variagOes climéticas do Pleistoceno Superior ndo foi similar em toda sua
extensdo territorial. Na regido sul e sudeste, por exemplo, a instabilidade derivada das
flutuacGes climaticas foi muito mais intensa que na regido nordeste. Portanto, o habitat
disponivel para os tdxons que ocorrem na regido nordeste teria sido mais estavel
climaticamente e, conseqlientemente, teve menos alteracdo territorial que os habitats
localizados nas regides sul e sudeste (Carnaval & Moritz, 2008, Carnaval et al., 2009).
Esses autores sugerem que essa area mais estavel correspondeu a reflgios pleistocénicos
na Floresta Atlantica nordestina, denominados de Refugio Bahia e Refligio Pernambuco,
limitados entre si pela barreira biogeogréfica do rio Sdo Francisco.

Dentre 0s grupos taxondmicos estratégicos para ampliar estudos sobre todas essas
hipbteses citadas, as aves da familia Pipridae correspondem um componente chave, pois
representam alguns dos vertebrados mais abundantes no sub-bosque das florestas
tropicais na América do Sul, bem como, sdo 0s Unicos suboscines frugivoros que utilizam
0s estratos inferiores com maior riqueza de espécies (Traylor & Fitzpatrick, 1982).

Uma dessas espécies, Chiroxiphia pareola distribui-se de forma disjunta nas
florestas Atlantica e Amazodnica, habita a mata de terra-firme e mata ribeirinha (Ridgely
& Tudor, 1994) e, portanto, é um taxon interessante para testar as hipdteses de rios,
refugios e conexdes entre essas florestas como mecanismos de diversificagéo.
Chiroxiphia pareola € uma espécie politipica com quatro subespécies atualmente
reconhecidas (Miller, 1908; Ridgely & Tudor, 1994; Snow, 2004; Kirwan & Green,
2011). Sua distribuicdo estende-se das Guianas e Venezuela & Bolivia, norte de Mato
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Grosso e Ceara, bem como é facilmente encontrada entre o Rio Grande do Norte e Rio de
Janeiro, na Floresta Atlantica (Fig. 1) (Ridgely & Tudor, 1994). Ocorre principalmente
em planicies com aproximadamente 500 m, mas em algumas regiées como no Equador e
Peru, atinge locais com 750 m acima do nivel do mar (Snow, 2004).

Para auxiliar a reconstrucdo de historias evolutivas de biotas, a biogeografia
historica vem recebendo colaboracfes de estudos baseados em analises moleculares e
paleomodelagens de distribuicdo (ver Carnaval et al., 2009; Ribas et al., 2012b; Werneck
et al.,, 2012). Essa recente expansdo de trabalhos filogeograficos com varios grupos
bioldgicos vem trazendo a tona evidéncias de estruturacdo populacional e tempo de
divergéncia entre populacdes e esses dados tem proporcionado o surgimento de novas

propostas para entender a origem e diversificacdo na América do Sul (Cadena et al. 2007).
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[ pistribuigéo C. pareola (Sick, 1997)
Figura 1. Distribuicdo geogréfica do tangara-falso (Chiroxiphia pareola) e suas respectivas subespécies C.
p. pareola, C. p. atlantica, C. p. napensis e C. p. regina em vermelho, segundo Sick (1997). Os circulos em
preto mostram as localidades das amostras de DNA utilizadas na presente pesquisa; os tridngulos em azul
representam as localidades/registros utilizados nas analises de modelo de distribui¢do de nicho. Fonte das

images das espécies Chiroxiphia pareola: http://www.hbw.com por Jan Wilczur.

Desta forma, nés utilizamos ferramentas moleculares e de modelagem de
distribuicdo de nicho para verificar se as populagdes C. pareola deixaram registros de

processos de diversificacdo efou expansdo relacionados as hipdteses citadas
3



anteriormente. Para isso, pretendemos responder as seguintes questfes: 1) Padrfes de
diversificacdo entre interflivios amazdnicos podem ser observados na espécie politipica
C. pareola? 2) Devido a sua distribuicdo atual na Floresta Atlantica, as suas populacdes
amazonicas e atlanticas compartilham evidéncias genéticas que suportem a hipotese da
conex&o Plio-Pleistocénica dessas florestas? 3) Paledistribuicdes potenciais de C. pareola
podem captar informacdes e corroborar rotas de conexdo propostas entre as atuais

florestas amazonica e atlantica?



METODOLOGIA

Amostragem de DNA e métodos laboratoriais

Genes mitocondriais foram obtidos de 44 amostras de tecido muscular de C.
pareola com NADH-desidrogenase subunidade 2 (ND2) abrangendo localidades da
Amazonia (AM) e Floresta Atlantica (AF), ao longo de toda sua distribuigdo, oito
amostras com DNAmt citocromo oxidase | (COI). Foram analisados também os seguintes
intréns nucleares gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PDH), em 21 amostras, e
Transforming growth factor beta (TGFB2) em 15 amostras, bem como duas protinas
nucleares RAG-1 e RAG-2 (Recombination of Activating Gene) em oito e sete amostras,
respectivamente (Fig.1, Tab. 1).

As amostras foram provenientes das seguintes cole¢des: Heretiano Zenaide da
Universidade Federal da Paraiba, Divisdo de Aves da Universidade Estadual de Feira de
Santana, Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo; Museu Paraense Emilio
Goeldi, Museu Nacional do Rio de Janeiro e Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia
e Field Museum of Natural History de Chicago. Foram utilizadas sequéncias provenientes
do GenBank de Chiroxiphia caudata e Chiroxiphia linearis, como grupo externo nas
reconstrucdes filogenéticas (Tab. 1).

O DNA foi extraido atraves de amostra de tecidos muscular a partir do Kit DNeasy
Blood & Tissue seguindo o protocolo padréo do fabricante (Qiagen, Valéncia, CA). As
amplificacdes foram realizadas com o Kit de amplificacio Max Tag DNA Polimerase
(Vivantis). Os primers utilizados para o mDNA ND2 foram o L5216
(GGCCCATACCCCGRAAATG) e H6313 (ACTCTTRTTTAAGGCTTTGAAGGC)
(Sorenson et al., 1999 e 2003); para o COI citocromo oxidase I (COI) usamos o coquetel
de primers adaptado de Ivanova et al. (2007), anexado com M13 para auxiliar no
sequenciamento (Messing 1983). Para amplificacdo dos introns nucleares, 0s primers
utilizados foram o G3PL890 (ACCTTTAATGCGGGTGCTGGCATTGC) e G3PG950
(CATCAAGTCCACAACACGGTTGCTGTA) para 0 G3PDH (Friesen et al., 1997) e
TGFB2-5F (GAAGCGTGCTCTAGATGCTG) e 0 TGFB2-6R
(AGGCAGCAATTATCCTGCAC) para o intron TGFB2 (Primmer et al., 2002). Para
amplificacdo de RAG-1 e RAG-2 foram usados os seguintes primers, RAG-1: 17-20, 19-
22, 21-24, 23-2b; RAG-2: 1-16 (Groth & Barrowclough, 1999; Barker et al., 2004; Tello
et al., 2009).



As amplificagdes de PCR foram realizadas em termociclador com 25pl de reacéo,
usando 12,5ul de Master Mix, 10pl de agua ultra purificada, 0,5ul de cloreto de magnésio,
0,5ul de cada um dos primers (Ford e Reverse) e 1ul do DNA extraido.

As condicdes das amplificacBes de cada loco foram: 1) ND2 — um passo inicial de
desnaturacéo a 94°C por 2 min.; seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 seg., 52°C por 40 seg.
e 72°C por 2 min.; e um passo final de extensédo a 72°C por 10 min.; 2) G3PDH — um
passo inicial de desnaturacdo a 94°C por 3min. 30 seg.; seguido de 35 ciclos a 94°C por
35 seg., 56°C por 40seg., 72°C por 1min.; e um passo final de extensdo a 72°C por 9min.;
3) TGFB2 - um passo inicial de desnaturagdo a 94°C por 3min. 30 seg.; seguido de 35
ciclos a 94°C por 35 seg., 64°C por 40seg., 72°C por 1min.; e um passo final de extenséo
a 72°C por 9min; 4) COIl como em Ivanova et al. (2007) e para os genes nucleares RAG-
1 e RAG-2 como em Tello et al. (2009).

Os produtos da PCR passaram por um processo de purificagdo, em seguida foram
encaminhadas para sequenciamento utilizando os mesmos primers da amplificacdo das
amostras frescas. O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Sequenciamento de

DNA do Centro de Pesquisas Goncalo Moniz — Fiocruz em Salvador - BA.



Tabela 1. Especificages das amostras utilizadas no estudo, incluindo sequéncias do GenBank que foram utilizadas como outgrup. Cole¢des: TCAHZ (Colecdo de Aves
Heretiano Zenaide), DAMZFS (Cole¢do da Universidade Estadual de Feira de Santana), MPEG (Museu Paraense Emilio Goeldi), INPA (Instituto Nacional de Pesquisas
Amazbdnicas), FMNH (Field Museum Natural History), MZUSP (Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo) e MNT (Museu Nacional do Rio de Janeiro). * Indica a

amostra utilizada em determinado gene.

# Tombo Sigla/id Locality Estado ND2 COl G3PDH TGFB2 RAG1 RAG2
1 MPEG 59653 NVA _AM Novo Airdo Amazonas *

2 INPA 238 RSDA_AM RDS Amana Amazonas *

3 MPEG 62360 COA_AM Coari Amazonas *

4 MPEG 68986 JACA_PA Jacareacanga Para *

S MPEG 71228 MCDO_RO Machadinho d'Oeste Rondbnia * * *

6 MPEG 60257 JUT_AM Jutai Amazonas *

7 INPA 1768 BOV_RR Boa Vista Roraima *

8 FMNH 391547 AMP1_AP Amapa Amapa *  * * *
9 FMNH 391546 AMP2_AP Amapa Amapa * * * *
10 FMNH 391545 TAR_AP Tartarugalzinho Amapa *

11 FMNH 427143 MVF2_PE Mata do Estado Pernambuco  *

12 MPEG 70494 IBA_AL Ibateguara Alagoas * * * *
13 MZUSP 84531 CAP_SE Capela Sergipe *

14 MPEG 70561 CUR_PA Curuca Para * * * *
15 MPEG 61598 QUE_MT Queréncia Mato Grosso ~ * * * *
16 FMNH 391549 MEL_PA Melgaco Para * * * *
17 MZUSP 83685 PMZ_PA Porto de Moz Para * * * *
18 LSUMZ 5470 PERU_SM San Martin Peru *

19 FMNH 394508 TRIN1 TB Trinidad e Tobago Tobago *

20 FMNH 394504 TRIN2 TB Trinidad e Tobago Tobago *




21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46

FMNH 394505
TCAHZ00024
TCAHZ00031
TCAHZ00033
TCAHZ01313
TCAHZ01314
TCAHZ01326
TCAHZ00388
TCAHZ00411
TCAHZ01009
TCAHZ01034
TCAHZ01041
TCAHZ00539
TCAHZ01270
TCAHZ01291
TCAHZ01230
TCAHZ01245
TCAHZ01309

TCAHZ01310
MNT549

MNT628
MNT763
MNT770
D.A 01321
AY136620.1
(GU985492.1

TRIN3_TB
MPF1_PB
MPF2_PB
MPF3_PB
UBAL_CE
UBA2_CE
UBA3_CE
BONBA_PE
BONBR_PE
MAC1_PB
MAC2_PB
MAC3_PB
BMD_PE
MVF1_PE
ALD_PE
PACL_PB
PAC2_PB
JACL_BA
JAC2_BA
IRAL_BA
IRA2_BA
PRK1 TO
PRK2_TO
IGR_BA

Chiroxiphia caudata
Chiroxiphia linearis

Trinidad e Tobago
Mata Pau Ferro, Areia
Mata Pau Ferro, Areia
Mata Pau Ferro, Areia
Sede do Parque Nacional de Ubajara
Sede do Parque Nacional de Ubajara
Sede do Parque Nacional de Ubajara
Barra azul, Bonito
Brejdo, Bonito
Mata do Acude Cafundo, Cruz do Espirito Santo
Mata do Acude Cafundd, Cruz do Espirito Santo
Mata do Acude Cafundd, Cruz do Espirito Santo
Mata do Bitury, Brejo da Madre de Deus
Mata do Estado, Sado Vicente Férrer
Aldeia Km 12, Camaragibe
RPPN Pacatuba, Sapé
RPPN Pacatuba, Sapé
Cachoeira do Itatu, Jacobina
Cachoeira do Itatu, Jacobina
Iramaia
Iramaia
Presidente Kennedy
Presidente Kennedy
APA do Pratigi - Ecopolo I, Igrapitna

Tobago
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Cearé
Ceard
Cearé
Pernambuco
Pernambuco
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Paraiba
Paraiba
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Tocantins
Tocantins
Bahia




Analises filogenéticas e datacdo

Os eletroferogramas provenientes do sequenciamento foram verificados e
editados, assim, sequéncias consenso foram obtidas utilizando o programa Codoncode
Aligner v.6.0.2 (Codoncode Inc.). As sequéncias foram alinhadas utilizando o método
CLUSTAL W (Higgins et al., 1994) no programa MEGAG6 (Tamura et al., 2011). O
tamanho das sequéncias apds os alinhamentos e cortes foi de 903 pb de ND2, 618 pb do
COl, 403 pb de G3PDH, 490 pb de TGFB2, 1973 do RAG-1 e 1008 pb do RAG-2.

Os alinhamentos foram inspecionados e corrigidos visualmente, tanto os
mitocdndriais como os nucleares. Os sitios heterozigotos presentes nos introns nucleares
foram inicialmente codificados com o cddigo de nucleotideos ambiguos da International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) onde houvesse picos duplos em ambas
as fitas. Para a reconstrucdo dos alelos dos individuos heterozigotos dos introns nucleares
foi utilizado o algoritmo PHASE (Stephens et al., 2001) no modo default no programa
DnaSP 6 (Librado & Rozas, 2009). Para as analises foram considerados somente
haplétipos com alta probabilidade no PHASE (p > 0,7), os demais individuos com baixa
probabilidade foram removidos das analises seguintes.

Andlises filogenéticas foram realizadas com o gene mitocondrial ND2. Uma
arvore mitocondrial foi obtida por inferéncia Bayesiana usando MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001). A analise Bayesiana consistiu de 10 milhdes de
geracOes para 2 pistas independentes com 4 cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC)
cada. Foi utilizado um burn-in de 500 mil, depois que as arvores foram amostradas a cada
500 geragdes. O Tamanho Efetivo da amostra (valores da ESE> 200) foi verificado no
Tracer 1.6 (http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer).

Redes de haplétipos foram geradas pelo método median-joining network (Bandelt
et al., 1999) no programa NETWORK 5 (www.fluxusengineering.com) com 0s genes
mitocondriais e com cada um dos introns e proteinas nucleares com intuito de avaliar a
estrutura genética das amostras analisadas, bem como sua distribuicdo geogréfica. Os
genes nucleares TGFB2 e RAG-1 apresentaram baixissima variacdo, com apenas dois
alelos, o que nos impossibilitou gerar uma rede de haplotipos, bem como de realizar
estatisticas sumarias com esses genes.

O tempo de divergéncia foi estimado utilizando o método coalescente de multiplas
especies implementado no BEAST 1.8.2 (Drummond & Rambaut, 2007). Foi gerado um
arquivo de entrada em BEAUTI, considerando o gene mitocondrial ND2, e aplicado o
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modelo evolutivo de substituicdo HKY (Hasegawa et al., 1985). Utilizamos um reldgio
stricto com processo de Yule e uma arvore inicial de UPGMA. Dado 0 escasso registro
fossil do grupo Pipridae e o problema geral da correlacdo de eventos de divisdo e
acontecimentos passados especificos para o grupo de aves como um todo, foi utilizada a
taxa de mutacdo de genes mitocondriais disponivel para estimar datas de divergéncia em
aves (Lovette, 2004; Weir & Schluter, 2008). Esta taxa de mutacao foi de 2% (+ 0,01)
por linhagem por milhdes de anos. A corrida no BEAST foi de 100 milhdes de geracdes,
com parametros amostrados a cada 5.000 geracfes e um burn-in de 10% (Smith and
Klicka, 2010). A convergéncia entre as execucdes e analises de desempenho foram
checadas utilizando o Tracer 1.6, e os valores da ESS (Effective Sample Size) foram >
200. A arvore consenso com os tempos de divergéncia foi visualizada no Figtree 1.4.2
(http: //tree.bio.ed. ac.uk/software/figtree/).

Sequéncias provenientes do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
foram utilizadas como outgrup para enraizar as arvores (AY136620.1 e GU985492.1,
Tab.1).

Analises genéticas de populacdes

Para avaliar a divergéncia nucleotidica (Dxy e Da) entre as linhagens dos
filogrupos encontrados nas analises filogenéticas, usamos as equacdes padréo (Nei, 1987)
no DnaSP v 5.10.01 (Librado & Rozas, 2009), utilizando o gene mitocondrial ND2. Onde
Dxy é o numero médio de substituices de nucleotideos por local entre as populacdes e
Da é o numero de substitui¢bes de nucleotideos liquido por local entre as populagdes.

A diversidade nucleotidica por sitio () que mede o grau de polimorfismo dentro
da populacdo (Huang et al., 1998), foi calculada no Arlequin 3.1. Para detectar possiveis
sinais de expansdo demografica nos aplicamos o teste de neutralidade Tajima (Tajima,
1989) e Fs (Fu, 1997) usando também o Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005), ambos 0s
testes sdo baseados no modelo de infinitos sitios, onde cada mutagao ocorre em uma base,
sem recombinacdo (Santos et al., 2013). Valores negativos significativos destas
estatisticas sugerem expansdo demografica, valores de p <0,05 foram utilizados como
prova de saida a partir de um modelo de tamanho da populagdo constante. O teste de
mudanca no tamanho da populacdo R2 (Ramos-Onsins & Rozas, 2002) também foi
realizado, utilizando o DnaSP 5. Para o teste de R2, a significancia foi determinada com
base em 10.000 simulagdes coalescentes. Foram gerados diagramas que ilustram
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possiveis expansdes populacionais, a partir de diferencas par a par entre as sequéncias,
em cada um dos filogrupos encontrados (Fig.4).

Para testar o efeito das ultimas méaximas flutuagdes climaticas sobre a demografia
populacional de C. pareola com distribuicdo na Floresta Atlantica, inferimos possiveis
eventos de expansdo demografica pelo método Bayesiano coalescente Extended Bayesian
Skyline Plot (EBPS Heled & Drummond, 2008; Ho & Shapiro, 2011) que foi
implementado no BEAST 1.8.2 (Drummond & Rambaut, 2007), com as amostras da
Floresta Atlantica com o gene mitocondrial ND2 e o intron nuclear G3PDH. O método
Skyline Plot, introduzido por Pybus et al. (2000), permite a avaliacdo dos padrdes
historicos de tamanho da populacdo a partir de uma genealogia. Foram realizadas duas
corridas independentes do EBSP (100 milhGes de geracbes de MCMC). Foram analisados
0S seguintes parametros: uma arvore inicial de UPGMA, modelo linear, parametros
amostrados a cada 5.000 geracgdes. Utilizamos o reldgio stricto e a calibragdo com a taxa
de mutacdo conhecida para 0o DNA mitocondrial em aves de 2% (+ 0,01%) por sitio por
linhagem por milhdo de anos (Weir & Schluter, 2008). O desempenho da MCMC e a
convergéncia entre as corridas foram analisados no TRACER 1.6
(http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer) para termos certeza de que os valores de ESS eram
maiores que 200. A plotagem dos gréaficos (EBSPIlot) foi realizada no software Rstudio,

através de um bloco de comandos com a funcdo EBSPIot.

Modelagens de distribuicdo

Foram utilizados 179 pontos de ocorréncia ao longo de toda a distribui¢do da
espécie C. pareola (Anexo 1), estes pontos estdo distribuidos em 18 estados brasileiros:
Acre, Alagoas, Amapd, Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Maranhdo, Mato
Grosso, Pard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Roraima, Rondonia,
Sergipe e Tocantins. Além dos pontos no Brasil também foram utilizados pontos de
distribuicdo na Bolivia, Equador, Guiana Francesa, Guyana, Suriname e Venezuela.

Os pontos de ocorréncia utilizados foram provenientes da Colecdo de Aves
Heretiano Zenaide (CAHZ) da Universidade Federal da Paraiba, da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), do Museu de Zoologia da Universidade de S&o
Paulo (MZUSP), da Colegdo de Aves do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), do
Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA), Field Museum of Natural History (FNMH), Universidade Estadual de Campinas
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(Unicamp) e dos bancos de dados online Xenocanto (http://www.xeno-canto.org/),
Fonoteca Neotropical Jacques Vielliard (FNJV, http://www2.ib.unicamp.br/fnjv/),
Macaulay Library (Cornell, http://macaulaylibrary.org/) e Wikiaves
(http://www.wikiaves.com.br/).

Inicialmente, retiramos todas as localidades repetidas da planilha e em seguida
conferimos todos os pontos no software Google Earth assegurando assim, que as
coordenadas ndo estavam localizadas em regiGes densamente urbanizadas, ou em areas
que ndo representassem um habitat conhecido da espécie.

Estimamos os modelos de distribuicdo de nicho no presente e durante flutuagdes
climéaticas do quaternario, empregando algoritmo o MAXENT (Maximum Entropy
Machine-learning Algorithm) (Phillips et al., 2004, 2006; Elith et al., 2011). Adquirimos
variaveis climaticas do presente, do Holoceno [6 Kyr BP], do Ultimo Glacial Méximo
[21 Kyr BP, LGM] e do Ultimo Interglacial [120-140 Kyr BP, LIG] através do
WorldClim (disponivel em: http://www.worldclim.org/Hijmans et al., 2005). Além das
varidveis climaticas, a modelagem do presente também foi realizada com a altitude
(Anexo 2).

Modelos de distribuicdo de nicho (de espécies) requerem dois conjuntos distintos
de dados: 1) informacdes de ocorréncia das espécies de interesse (localidades
georreferenciadas); 2) e as camadas abioticas (GIS). O algoritmo no Maxent funciona
encaixando uma ocorréncia probabilistica da distribuicdo de uma espécie para o conjunto
de pixels da regido de interesse (Merow et al., 2013). Para uma explicacdo detalhada
sobre a forma como o principio de entropia maxima se aplica a modelos de distribuicdo
de nicho, consulte Philips et al. (2006), Elith et al. (2011).

Para evitar uma super-parametrizacdo com redundancia de varidveis climaticas,
uma matriz de correlagdo entre as varidveis foi construida utilizando o R. O excedente de
variaveis com alta correlacdo (r > 0.8) foi eliminado, de modo que apenas uma variavel
desse conjunto foi utilizada nos modelos. Apos analisar as variaveis ficamos com onze
climaticas no presente, seis no LIG e Holoceno e oito varidveis no LGM. Um
procedimento similar foi realizado com sucesso por de Aradjo et al. (2014).

Geramos as predi¢cdes de cada mapa individualmente. Trabalhamos em todos os
testes com 179 pontos de ocorréncia bem distribuidos ao longo da distribuigdo da espécie.
Finalizamos construindo dez réplicas do tipo Bootstrap (com reamostragem) em cada

periodo (Terribile et al., 2010), com 25% dos pontos aleatorios para obter um mapa final
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com a média das réplicas. As imagens (mapas) dos modelos foram geradas no software
QGis 2.8.1 (http://www.qgis.org/en/site/).

Para ilustrar possiveis rotas de conexao entre as populacdes da Amazonia e Mata
Atlantica, construimos mapas atribuindo os valores de Thresholds (minimo valor de
probabilidade do modelo que representa o habitat adequado). Usamos quatro valores de
Thresholds: A) presenca minima formag8o limiar logistica; B) equilibrio formagéo
omissdo, area limiar prevista e valor logistica limiar; C) 10% presenca limiar formacéo
logistica e D) sensibilidade e especificidade iguais formacéo limiar logistica. Segundo
Young et al. (2011), ndo ha regra definida para definir esses limites e como decidir um
limiar pode depender dos dados utilizados, ou do objetivo do mapa variando de espécie
para espécie. A decisao final deve ser tomada tendo todas estas consideragfes em conta
e com um bom entendimento das espécies de interesse. Para dar suporte a rotas propostas,
confrontamos os resultados com informacGes de localizacdo de trabalhos palinoldgicos
(Oliveira et al., 1999) que evidenciam possibilidade de ocorréncia pretérita de florestas
umidas no nordeste brasileiro, com uma ocorréncia relictual de Neomorphus geoffroyi
(Roos et al., 2012), uma espécie de ave dependente de ambiente florestal, com
distribuicdo disjunta entre a Amazbnia e Mata Atlantica, além de observacbes das
probabilidades de ocorréncia atual geradas na modelagem e confrontadas com a
ocorréncia conhecida da espécie. N6s também utilizamos informac6es de sedimentagdes
ciclicas em cavernas no nordeste brasileiro (Wang et al., 2004; Auler et al., 2009) para

auxiliar nas inferéncias sobre periodos climaticos.

RESULTADOS

Estrutura genética

O modelo evolutivo HKY+I foi selecionado para as analises filogenéticas, pois se
ajustou melhor aos dados. Foram observados 75 sitios polimérficos e 19 hapl6tipos em
ND2, 44 sitios polimdrficos e 5 haplotipos em COIl. Sete sitios polimdrficos foram
encontrados no intron nuclear G3PDH, que permitiu identificar seis haplotipos, ja em
RAG-2, quatro sitios polimdrficos foram encontrados e quatro hapldtipos foram
identificados. N&o foram observados indels nas amostras sequenciadas. Quando o gene
mitocondrial foi traduzido para aminoacidos ndo foi observado nenhum cédon de parada,

suportando que sdo sequéncias mitocondriais.
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Cinco filogrupos foram encontrados em C. pareola e foram bem suportados na
arvore filogenética (Fig. 2) com base no gene mitocondrial ND2. O filogrupo C. p.
napensis foi bem suportado com probabilidade posterior Bayesiana (PP) igual a 1, o que
também aconteceu com os grupos C. p. regina e C. p. pareola do Norte da AM juntamente
com o C. p. atlantica. O filogrupo C. p. pareola correspondente ao leste amazonico foi
suportado com o valor de PP = 1. O valor de PP do filogrupo do Ceara e Floresta Atlantica
foi 0,59 (Figura 2).

A rede de haplétipos oriunda do gene mitocondrial ND2 corroborou os cinco
filogrupos que foram geograficamente estruturados (Fig. 3): 1) o filogrupo C. p. napensis
compreende a amostra com distribui¢cdo no Peru (cor rosa); 2) o filogrupo C. p. regina
(cor amarela) abrange a maior parte Sul da Amazonia a oeste do rio Tapajés, bem como
localidades a Noroeste do Rio Negro (Snow, 2016); 3) o filogrupo de C. p. pareola do
norte amazonico com C. p. atlantica, representado em azul; 4) o filogrupo C. p. pareola
do leste amazonico (em verde); 5) o filogrupo com as amostras do Ceara (em laranja) e
da Floresta Atlantica (em vermelho). No entanto, o nimero de passos entre esses dois
ultimos filogrupos foi muito baixo quando comparado entre os outros filogrupos. A
diferenca entre o filogrupo do Ceara e do leste amazénico foi de um passo, enquanto
diferenca entre o filogrupo do Cearéa e da Floresta Atlantica foi de dois passos. Ainda, no
préprio filogrupo do Ceara, uma das amostras apresentou uma diferenca de quatro passos.
Os demais filogrupos apresentam diferencas de 21 ou mais passos entre si na rede de
hapldtipos (Fig. 3c). A rede gerada pelo DNAmt COIl também estruturou grupos
similares. A rede nuclear do G3PDH com amostras do Leste AM e AF ndo estruturou e a
rede do RAG-2 apresentou uma separacao entre grupo de C. p. atlantica e pareola Norte

com as demais sequéncias do Leste AM e AF, como observado nas redes mitocondriais.
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Figura 2. Arvore filogenética com inferéncia Bayesiana com o gene mitocondrial ND2. As cores referem-

se aos filogrupos na espécie politipica Chiroxiphia pareola representados no mapa da Figura 3.
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Figura 3. A) Hipotese filogenética e tempo de divergéncia entre as linhagens de Chiroxiphia pareola, com
inferéncia Bayesiana baseada no gene ND2. As barras em cinza indicam o intervalo do tempo de divergéncia (taxa
do reldgio de 2% + 0,01). B) mapa com as localidades das amostras utilizadas de Chiroxiphia pareola, onde cada
cor é correspondente a filogenia. As linhas em azul no mapa, indicam a hidrografia. C) redes de haplotipos
baseadas em 904 pb de ND2, 618 ph para do COlI, 403 pb de G3PDH e 1008 pb do RAG-2. Cada circulo representa
um hapl6tipo e seu tamanho representa sua frequéncia na rede. As linhas representam as relagdes entre os
haplétipos que diferem em mutagdes e o tamanho da linha corresponde a distancia entre essas populacdes (steps).

As cores representam os filogrupos observados na arvore e as localidades no mapa.

Estimativa de tempo de divergéncia

A estimativa da primeira divergéncia das linhagens de C. pareola indica que ocorreu no
Plioceno (cerca de 2,8409 Mya, valor médio; 95% da maior densidade posterior [HPD] =
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2,2114-3,5473) com a separagéo da linhagem que originou os filogrupos da AM Norte, Leste,
Tobago e AF (C. p. pareola e C. p. atlantica) da linhagem que originou os filogrupos do restante
da Amazénia (C. p. regina e C. p. napensis). A datacdo ainda sugere que a segunda divergéncia
se deu no Pleistoceno Inferior (valor mediano 2,0695 Mya; 95% da maior densidade posterior
[HPD] = 1,5027-2,6913) originando a linhagem de C. p. pareola do norte amazonico mais C.
p. atlantica e a linhagem de C. p. pareola do leste amaz6nico, Ceara e Floresta Atlantica. A
Divergéncia entre C. p. regina e C. p. napensis, foi estimada em torno de 1,819 Mya (valor
médio; 95% da maior densidade posterior [HPD] = 1,2662-2,4161). Por fim a divergéncia mas
recente ocorreu entre as populacdes de C. p. pareola do leste amazoénico e da Floresta Atlantica,
estimada em 0,5201 Mya (valor médio; 95% da maior densidade posterior [HPD] = 0,3277-
0,7457) (Figura 3a).

Diversidade, padroes genéticos e demografia populacional

Os niveis de divergéncia nucleotédica entre as linhagens de C. pareola variou de
0,362% a 3,582% (Da), com os valores mais elevados observados entre C. p. napensis/regina
e C. p. pareola/atlantica e as menores divergéncias detectadas entre C. p. pareola (Leste AM
e Ceard) e C. p. pareola (AF) (Tab. 2).

Tabela 2. Porcentagem de divergéncia de nucleotidica (ND2) entre linhagens de Chiroxiphia pareola (ver Fig. 3).
Dxy = nimero médio de substitui¢do de nucleotideos por local entre as populagdes; Da = nimero de substituicdo

de nucleotideos liquido por local entre as populagdes.

Dxy
Linhagens (%) Da (%)
C. p. napensis/regina vs. C. p. pareola/atlantica 4,922 3,582
C. p. napensis vs. C. p.regina 3,450 3,235
C. p. pareola/atlantica (Norte) vs. C. p.pareola(Leste AM e AF) 3,403 3,086
C. p. pareola (Leste AM e Ceara) vs. C. p. pareola (AF) 0,567 0,362

A diversidade de nucleotideos por sitio (1) do ND2 apresentou maiores valores nos
filogrupos C. p. napensis/regina e C. p. atlantica/pareola (Norte) (Tabela 3, valores de © =
0,012929 + 0,007740 e = = 0,003902 £ 0,002641). O filogrupo C. p. pareola (Leste AM e AF)
apresentou um valor mais baixo de m (0,002900 + 0,001796). Observando as populac6es
separadamente, a populacéo de C. p. regina apresentou maior diversidade de nucleotideos (n =
0,004301 + 0,002977), seguida da populacdo Leste amazonica de C. p. pareola (x = 0,001107
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+0,001011). A populacdo com menor valor de diversidade nucleotidica foi C. p. pareola (AF)
com x = 0,000531 + 0,000535 (Tab. 3).

Os testes Tajima’s D, Fu’s Fs de ND2 sugerem expansfes demograficas significativa

em todos os filogrupos testados (Tab. 3, Fig. 4). No entanto, os valores do teste e R2 com esse

gene néo apresentam significancia (p < 0,05) em nenhum dos filogrupos. Os valores de todos

0s testes com o0s demais genes ndo revelaram valores significativos (Tab. 3). A distribuigdes

Mismatch dos haplotipos de cada filogrupo por genes utilizados podem ser observados na

Figura 4.

Tabela 3. indices de diversidade nucleotidica dos genes ND2, COIl, G3PDH e RAG-2 de Chiroxiphia pareola,

diversidade de nucleotideo por sitio (n € desvio padrdo), Tajima’D, Fu’s Fs ¢ as estatisticas Ramos-Onsins e Rozas

(R2).

Filogrupo Loco N Ha 7w (%) Tajima's D Fu's Fs R2
Obs. P Obs. P Obs. P

C. p. napensis/regina ND2 7 6 0,012929+0,007740 -1,63580 0,01010* -1,63167 0,10630 0,2425 0,0534

C. p. regina ND2 6 5 0,004301 +0,002977 -1,12062 0,16820 -3,12788 0,01000* 0,1264 0,2933

C. p. atlantica/pareola (Norte) ND2 7 5 0,003902 +0,002641 0,34514 0,63840 -2,20039 0,04760* 0,1883 0,3165

C. p. pareola (Leste AM e AF) ND2 30 11 0,0029+0,001796 -1,33547 0,08030 -13,70781 0,00000* 0,0749 0,5682

COI 5 2 0,004983 +0,003639 -0,74682 0,32750 0,33158 0,30130 0,3455 0,231

G3PDH 17 6 0,006483 +0,003934 1,61814 0,94700 1,57466 0,78400 0,1912 0,5325

RAG-2 5 2 0.002077 £0.002544 -0,81650 0,30800 0,09021 0,30090 0,4000 0,7714

C. p. pareola (Leste AM) ND2 6 3 0,001107+0,001011 0,31063 0,65960 -6,82535 0,00000% 0,2392 0,4327

C. p. pareola (AF) ND2 21 5 0,000531+0,000535 -1,98137 0,00520* -11,07550 0,00000* 0,1052 0,9018

G3PDH 13 4 0,006355+0,003908 198088 0,97920 3,23254 092710 0,2187 0,4832

N: Tamanho amostral; Ha: nimero de hapl6tipos; * valores significantes.
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Figura 4. Os graficos mostram as diferencas par a par entre as sequéncias e 0s picos mostram quando muitas
sequéncias apresentam o mesmo numero de diferencas, podendo indicar assim uma possivel expansao
populacional. As linhas tracejadas representam os dados observados, enquanto as linhas solidas representam 0s

valores esperados. AM - Amazénia; AF - Floresta Atlantica.
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A andlise de estimativa de demografia histérica da populacdo com distribuicdo na
Floresta Atlantica, através do EBSP, evidenciou uma estabilidade demografica no intervalo
entre os Gltimos 120 mil e seis mil anos (Fig. 5). Um sinal de expansao ocorreu apenas nos

ultimos seis mil anos, a partir do Holoceno (Fig. 5).
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Figura 5. Estimativa do Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) de demografia histérica da populacdo de
Chiroxiphia pareola com distribui¢do na Floresta Atlantica. A linha do meio representa a média da estimativa; e

as linhas superior e inferior os limites superior e inferior de 95% de HPD (Highest Posterior Density),

respectivamente; o eixo Y esta em escala logaritmica.

20



Modelagens climaticas do quaternario e distribuicdo ancestral potencial de Chiroxiphia
pareola

As modelagens de distribuicdo dos periodos presente, Holoceno, LGM e LIG tiveram
valores de AUC de 0.939, 0.933, 0.921 e 0.905, respectivamente (Figura 6). Esses valores

afastam-se consideravelmente da reta (média) de aleatoriedade e aproximam-se mais de 1, ou

seja, esses valores demonstram que 0s modelos possuem baixa probabilidade de serem
explicados ao acaso (Anexo 3).

As variaveis que mais influenciaram o modelo do presente foram BIO9 (Mean
Temperature of Driest Quarter) com 26.4% de contribuicdo, seguida de BIO2 (Mean Diurnal
Range (Mean of monthly (max temp - min temp)) com 17.4%, BIO19 (Precipitation of Coldest
Quarter) com contribuicdo de 10.8%, e a altitude com contribuicdo de 9.1% (Tab. 4). No
Holoceno, a variavel que mais influenciou foi BIO4 (Temperature Seasonality (standard
deviation *100)), com uma contribuicdo de 46,6%, seguida de BIO2 e BIO16 (Precipitation of
Wettest Quarter), com 23% e 12.1% respectivamente. No LGM, a varidvel BIO9 foi a que mais
contribuiu com o modelo com 26.4%, seguida de BIO7 (Temperature Annual Range (B105-
B106)) com 22.6% de contribuicdo e a BIO3 (Isothermality (BI0O2/B1O7) (* 100)), com 14.8%.
A variavel que mais contribuiu para o modelo no LIG foi BIO2 com 51.3%, essa variavel
também contribuiu bastante nos modelos do presente, Holoceno e LGM com 17.4%, 23% e
11.2% respectivamente. Outra varidvel que contribuiu consideravelmente no modelo do LIG
foi a BIO19, com 15.5% (Tab. 4).

Os modelos apresentados na Figura 6, demonstram uma probabilidade climética de
conexao entre as populacdes de C.pareola do leste da Amazonia e AF, préximo ao litoral norte
durante o Holoceno e LIG, bem como manchas de probabilidade mais ao sul da regido nordeste,
também durante o LIG. No entanto, uma alta probabilidade de parametros climaticos para a
ocorréncia da espécie proximo ao litoral norte do nordeste brasileiro também pode ser
observada no modelo do presente, embora a espécie ndo ocorra nesses locais (Fig. 6a). Uma
probabilidade de conexdo de habitat climaticamente adequado entre Amazo6nia e Mata Atlantica
também pode ser observada na regido sudeste do Brasil durante o LGM e LIG (Fig. 6¢, d).

Quando comparamos a distribuicdo potencial entre os quatro periodos analisados,
principalmente durante o LGM (21 Kyr bp.), Holoceno (6 Kyr BP) e presente, podemos
observar uma estabilidade climatica nas areas correspondentes a distribuigéo de C. pareola no

Escudo das Guianas, no Sudoeste amazébnico, no leste da Amazodnia e na Floresta Atlantica.
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Ainda, podemos verificar uma aumento em area climaticamente adequada durante 0 LGM, em

toda area de distribuicéo.

Tabela 4. Percentual de contribuicBes das variaveis climaticas, nos modelos de distribuicdo de Chiroxiphia

pareola durante quatro periodos estudados (presente, Holoceno, LGM e LIG).

Contribuicéo Percentual (%)

Variaveis Presente Holoceno LGM LIG

BIO2 17.4 23 11.2 513
BIO3 8.8 - 148 -
BI04 - 46.6 - 144
BIO5 5 - - -
BIO7 4.4 - 226 -
BIO9 26.4 - - -
BI1O14 - - 46 45
BIO15 2 1.2 7.3 6.9
BI1O16 4.2 12.1 - -
BIO17 3.3 5.7 4.4 -
BI1O18 8.6 11.3 88 7.4
BI1019 10.8 - 26.4 15.5
ALT* 9.1 - - -

* A varidvel altitude foi utilizada apenas no modelo de distribui¢do do presente.
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Figura 6. Modelos de distribuicdo de nicho ecoldgico de Chiroxiphia pareola no presente (Current), Holoceno
(Holocene) (6Kyr), LGM (21Kyr) e LIG (130kyr). A cor azul indica baixa adequacéo, enquanto a cor vermelha
indica maior probabilidade de ocorréncia da espécie. Os pontos pretos dispostos no modelo do presente indicam a

ocorréncia atual de Chiroxiphia pareola. AUC indica o valor de performance do modelo.

Interpretando dados genéticos, ecoldgicos e de modelagens de distribuicdo para propor rotas

de conexdo entre as populacdes da Amazbnia e Mata Atlantica.

Embora nenhuma das modelagens possam ter sido realizada antes dos 500 mil anos
estimados de divergéncia entre as populagdes do leste amazonico e da Floresta Atléntica,
usamos o0s limites minimos de distribuicdo dos modelos do LIG para apresentar proposta de
rotas de conexdo entre as populacbes da Amazonia e Floresta Atlantica, pois condicdes
climaticas similares sdo citadas na literatura entre esse periodo e 0s provaveis estimados no
Pleistoceno Médio.

Os dados observados dos thresholds do LIG (Fig. 7) apresentaram em: A) a mais extensa
probabilidade de conex&o de populagdes de C. pareola em relacdo aos demais observados (B,
C e D), que compreende toda distribuicdo atual da espécie e possiveis conexdes atraves do
litoral norte do nordeste brasileiro, das regides norte e do sul da Chapada Diamantina, na regido
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central, e da regido sudeste do Brasil, ao sul da distribuicdo atual, B) mostrou a uma
probabilidade bem semelhante ao threshold A, exceto por ndo ter apresentado uma
possibilidade de ocorréncia ao sul da Chapada Diamantina e na regido sudeste do Brasil, mas
compreende toda distribuicdo atual da espécie. Tanto os thresholds de 10% presenca limiar
formacéo logistica (C) e sensibilidade e especificidade iguais a formac&o limiar logistica (D)
ndo demonstraram possibilidade de conex&o continua entre a Amazonia e a Floresta Atlantica,
mas também ndo abrangem toda distribuicao atual da espécie.

Na modelagem de distribuicdo do presente, a probabilidade de ocorréncia foi muito
baixa (< 0.2) a partir de 750m de altitude (Fig. 7D), portanto, as conexdes do sul da Chapada
Diamantina e da regido sudeste do Brasil, apontadas no threshold A, podem ser descartadas
seguindo a premissa que altitudes maiores que 750m ja existiam nessas regides durante o
Pleistoceno Médio, como atualmente.

Descartamos a possibilidade de conexdo ao norte da regido nordeste (Fig.7D) porque:
1) a modelagem de distribuicdo do presente também previu alta probabilidade climética de
ocorréncia da espécie em areas dessa regido onde ela ndo ocorre; 2) existe remanescentes
florestais atualmente nessa regido, com habitat potencial para ocorréncia de C. pareola, com
sua avifauna bem amostrada, mas sem registro da espécie; 3) pela disponibilidade de habitat e
pelos fragmentos florestais em que a espécie ocorre atualmente, € improvavel que algum evento
de fragmentacdo e isolamento florestal tenha sido responsavel pela extin¢do de C. pareola nos
remanescentes atuais dessa regido.

Suportamos, portanto, a rota de conexao entre as popula¢es da Amazonia e da Floresta
Atlantica na regido ao norte da Chapada Diamantina e no médio rio Sdo Francisco, onde foi
possivel observar probabilidades de rotas de conexdo nos dois primeiros thresholds (Fig. 7 A e
B), onde existe uma localidade com estudos e evidéncias palinoldgicas de ocorréncia pretérita
de floresta Umida, bem como onde ha um registro relictual de uma espécie de ave dependente
de ambiente florestal e com distribuigdo conhecida entre a Amazonia e Floresta Atlantica (Fig.
7E).
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Figura 7. Detalhe de threshlods da paleodistribuicio potencial de Chiroxiphia pareola durante o Ultimo
Interglacial Maximo (LIG). A) Minimum training presence logistic threshold (LIG); B) Balance training omission,
predicted area and threshold value logistic threshold (LIG); C) 10 percentile training presence logistic threshold
(LIG); D) Equal training sensitivity and specificity logistic threshold (LIG); E) Probabilidade de ocorréncia atual
(eixo y) em relagdo a altitude (eixo x em m); F) Hipdteses de rotas de conexdo AM X AF: setas e X vermelho:

rotas propostas e descartadas em nossa avaliacdo; setas verdes: rotas inferidas em nossa avaliagéo.
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DISCUSSAO

Diversificacdo espacial e relages filogenéticas em Chiroxiphia pareola
Nossa estimativa de tempo de divergéncia em C. pareola recuperou uma primeira

ramificacdo por meados de 2,8 Mya, no Plioceno. Essa primeira divergéncia segrega 0s
ancestrais que derivam nos grupos que ocorrem atualmente ao norte do rio Amazonas (no
escudo das Guianas), a leste do rio Tapajos e na Floresta Atlantica (C. p. pareola e C. p.
atlantica) dos ancestrais que derivam em C. p. regina, com distribui¢éo atual entre o rio Negro
e o rio Tapajos, e em C. p. napenis, restrita ao leste dos Andes, no Equador e Peru (Neve, 2016).
Uma segunda divergéncia ocorreu por volta de 2,0 Mya e segregou 0s grupos ao norte e ao sul
do rio Amazonas, cujos descendentes de um grupo ocorrem atualmente no escudo das Guianas
e em Tobago, e do outro grupo ocorrem no sudeste da Amazonia (a leste do Tapajos) e na
Floresta Atlantica. A cerca de 1,8 Mya, a terceira divergéncia, na outra linhagem, separa as
populacdes de C. p. regina e C. p. napenis. Essas datagdes correspondem ao periodo seguinte
da formagédo completa dos Andes e da bacia Amazonica, < 2.5 Mya (Hoorn et al., 2010) e,
portanto, podemos associar esses processos de diversificacdo a evolucdo do sistema de
drenagem da bacia Amazonica que foi lento, iniciado no Mioceno e finalizado no Pleistoceno
(Rossetti et al., 2005; Campbell et al., 2006; Latrubesse et al., 2010; Silveira & Nogueira,
2011). Essas divergéncias entre 3 e 2 Mya sdo consistentes com processos de diversificacdo
intensa na Amazonia observados por outros estudos (ver Aleixo, 2004; Aleixo & Rosseti, 2007;
Brumfield, 2012; Ribas et al., 2012a; Ribas et al., 2012b, Sousa-Neves et al., 2013; Castro-
Astor, 2014; Thom & Aleixo, 2015; Rocha et al.,, 2015; Cerqueira et al., 2016) e,
consequentemente, suportam o papel da dindmica dos rios nos processos de diversificacdo
amazonica (Ribas et al., 2012b).

Um modelo paleobiogeografico de diversificagdo na Amazonia foi proposto com a
historia filogeografica do género Psophia (Ribas et al. (2012b). Esse modelo refuta a hipétese
de reflgio como mecanismo de diversificacao nesse género, que foi estimada entre 3 e 0,5 Mya.
Por outro lado, essa diversificacdo foi fortemente associada a interflivios, 0 que sugere que a
evolucéo da drenagem, e ndo reflgios, foi o principal mecanismo de diversificagdo do grupo.
De maneira geral, esse modelo é corroborado pelos nossos dados, quando observada a
diversificagdo em C. pareola, que ocorreu entre 2,8 e 1,8 Mya, possivelmente associada a
especiacdo alopatrica com rios como barreiras geografica. No entanto, ndo suportamos a mesma

historia temporal de diversificacdo relativa a drenagem da Amazo6nia como modelo Unico de
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diversificacao, pois a primeira cladogénese em nossos resultados néo ocorreu no sentido Norte
e Sul do rio Amazonas, como apontado por Ribas et al. (2012b). Nossa primeira separacdo
isolou as populacbes do Sul do rio Negro e Oeste do rio Tapajos das populagdes da regido
Noroeste e Sudoeste da Amazonia, similar geogréafica e temporalmente ao periodo em que o
Arco Purus separava as porcoes leste e oeste amazonicas (Ribas et al. (2012b). Na segunda
cladogénese € que evidenciamos a separa¢do entre as populacdes Norte e Sul do rio Amazonas,
na porcao leste. Portanto, embora a hipdtese dos rios seja corroborada como mecanismo para
geracdo da diversidade na Amazbnia, variacdes geograficas e temporais nesse processo,
relacionadas a histdrias de populacgdes ancestrais, podem ter ocorrido em diferentes taxons.

No filogrupo com distribuicdo no escudo das Guianas também esta presente a populacéo
gue atualmente ocorre em Tobago. Snow (1985) relata que é provavel que a populagdo isolada
de Chiroxiphia em Tobago data da ultima glaciacdo, quando Tobago foi separado de Trinidad,
e que posteriormente C. pareola teria sido extinta em Trinidad e em partes adjacentes da
Venezuela. Nossos resultados suportam a hip6tese de conexao recente, mas ndo de isolamento
no Ultimo Maximo Glacial (LGM), pois ndo encontramos estruturacio genética entre essas
populacdes e a paleodistribuicdo potencial durante o0 LGM mostra possibilidade de conexéo de
habitat climaticamente favordvel entre o continente e a ilha, devido ao decréscimo no nivel do
mar (Fig. 7).

Uma quarta cladogenese na historia evolutiva de C. pareola ocorreu bem mais
recentemente que as divergéncias anteriores, a cerca de 0,5 Mya, durante o Pleistoceno, e
ocorreu entre as populacbes do sudeste amazdnico, a leste do Tapajos, e as populacdes da
Floresta Atlantica nordestina. Essa divergéncia mais recente recuperada pela nossa filogenia é
suportada por varios estudos moleculares com aves, como, por exemplo, Pionus menstrus,
Dendrocolaptes certhea, Xiphorhynchus guttatus, Thamnophilus aethiops, Pyriglena
leuconota, Dixiphia pipra, Ceratopipra rubrocapilla, Xipholaena atropurpurea e
Ramphoceanus melanurus (ver d’Horta et al., 2011; Maldonado-Coelho, 2012; Batalha-Filho
et al., 2013; Castro-Astor, 2014; Berv & Prum, 2014; Thom & Aleixo, 2015; Rocha et al.,
2015). Outros estudos diversos com diferentes grupos de vertebrados, incluindo anfibios,
mamiferos e outras linhagens de aves também citam a possibilidade de conexao recente entre a
Amazonia e a Floresta Atlantica (Cracraft & Prum, 1988; Bates et al., 1998; Cabanne et al.,
2008; Costa, 2003; Santos et al., 2007, Mariano, 2014).
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No entanto, essa separacdo recente parece ndo ter gerado diversificacdo ainda entre as
populacbes amazobnicas e da Floresta Atlantica de Chiroxiphia pareola. Pois, além da
divergéncia genética ser baixa entre as populacdes, quando comparada com as divergéncias
entre as cladogéneses anteriores, 0 nimero de mutac6es nas redes de hapldtipos dentro dessas
populacbes é menor entre 0s grupos atlanticos e amazénicos, que dentro de um desses grupos.
Ainda, esse nimero € bem menor que o nimero de passos que separa as outras linhagens entre
si (ver Fig. 4). De todo modo, essa baixa variacdo também sugere uma conexao anterior a essa
cladogénse entre as populacfes amazoénicas e da Floresta Atlantica. Entretanto, os dados de
origem e diversificacdo durante o Mioceno de tdxons associados a floresta seca no interior do
nordeste brasileiro (Pennignton et al., 2006; Werneck et al., 2012), a proposta de estabilidade
dessas florestas durante as Gltimas flutuacdes climaticas do Pleistoceno (Werneck et al., 2011,
2012), as primeiras diversificacBes no grupo C. pareola ocorrendo entre 3 e 2 Mya na AM, e
os resultados de expansao populacional da linhagem Leste amazonica/ Floresta Atlantica, bem
como da linhagem apenas da Floresta Atlantica, sugerem que essa conexdo ocorreu no
Pleistoceno médio, da Amazénia em direcdo a Floresta Atlantica nordestina. Essa hipdtese €
ainda suportada por dados geoldgicos e de fosseis que sugerem que nesse periodo a Ameérica
do Sul teve um grande dominio de florestas imidas (Webb & Opdyke, 1995; Webb & Rancy,
1996; Ortiz-Jaureguizar & Cladera, 2006).

Rotas de conexao pleistocénica entre a Amazonia e a Floresta Atlantica nordestina ja
foram propostas (Willis, 1992; Oliveira et al., 1999; Batalha-Filho et al., 2013), com destaque
para uma rota (A) adjacente ao litoral norte e outra (B) pelo interior do nordeste, suportada por
dados palinoldgicos na regido do médio rio Sdo Francisco e por dados botanicos na Chapada
Diamantina. Nossos resultados apontam evidéncias que suportam a hipotese de conexao pela
rota B, mas refuta a hipotese da rota A. Evidéncias de estudos com taxons associados a floresta
seca suportam que as Ultimas flutuacfes climaticas, durante o Pleistoceno e Holoceno, nédo
foram capazes de alterar a estabilidade climética para ocorréncia de floresta seca na porcéo
norte do nordeste brasileiro (Werneck et al., 2011, 2012). Portanto, a estabilidade desse tipo de
ecossistema ndo permitiria a ocorréncia de Chiroxiphia pareola, o que suporta a
impossibilidade de rota de conex&o entre as popula¢Ges amazonicas e atlanticas por essa regido,
bem como justifica a ndo ocorréncia atual da espécie em remanescentes de floresta Umida
isolados localizados no centro norte do Ceara. Dessa forma, de acordo com nossos

resultados (modelagens climaticas e analise molecular), evidéncias paleopalinoldgicas
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(Oliveira et al., 1999) e de espeleotemas (Auler et al., 2009) e a ocorréncia relictual da espécie
N. geoffroyi (Roos et al., 2012), sugerimos que a conexdo Pleistocénica entre as Florestas
Amazonica e Atlantica ocorreu no Pleistoceno meédio, por rotas de conexdo em regides
atualmente situadas préximas ao rio Sao Francisco e a Chapada Diamantina (Fig. 7).

Com uma proposta similar & do nosso estudo, Castro-Astor (2014) tentou recuperar
evidéncias dessas conexdes com paleodistribuicdo potencial de outras duas espécies de Pipridae
que possuem distribuicdo disjunta, Pipra rubrocapilla e Dixiphia pipra. A Unica conexao
possivel revelada pelos seus resultados foi pela regido sudeste do Brasil, uma das rotas que nds
descartamos em nossos resultados. Uma hipdtese associada a ndo recuperacao de uma conexao
pela regido nordeste por Castro-Astor (2014), semelhante aos nossos resultados, pode estar
relacionada a sensibilidade e uso de habitat e, consequente distribuicdo atual, das espécies
envolvidas. Embora P. rubrocapilla e D. pipra também sejam taxons associados a florestas
umidas, possuem atualmente uma distribuicdo mais restrita que C. pareola. Por exemplo, ndo
ha registro das duas espécies nos remanescentes florestais do leste da Chapada Diamantina,
nem do norte da Serra de Ibiapaba, no Ceara, e consequentemente, variaveis climéticas e de
distribuicdo dessas localidades ndo foram agregadas nos testes de paleomodelagem de
distribuicdo dessas espécies. No entanto, podemos propor que a histéria de conexdo de P.
rubrocapilla e D. pipra foi similar a de C. pareola, pois a divergéncia molecular das populagdes
amazonicas e atlanticas das duas espécies foi similar a dos nossos resultados, por volta de 0,5
Mya (Castro-Astor, 2014).

A populacdo com distribuicdo na Floresta Atlantica parece ndo ter sido fortemente
influenciada pelas Ultimas maximas flutuagdes climaticas (LIG — 130kyr BP, LGM — 25kyr BP;
Holocene — 6kyr BP), pois néo foi evidenciada expanséo ou retracdo populacional relacionada
entre esses periodos, nem alteragfes expressivas no habitat climaticamente adequado. Desse
modo, nossos resultados suportam a proposta de estabilidade climatica nas regides
denominadas reflgios Bahia e Pernambuco da Floresta Atlantica (Carnaval & Moritz, 2008;
Carnaval et al., 2009). No entanto, ndo encontramos estrutura genética entre as populagdes dos
dois refugios e, portanto ndo suportamos a hipdtese do rio Sdo Francisco como barreira
biogeografica que direcionou diversificacdo na regido (Silva et al. 2004, Santos et al. 2007;
Carnaval & Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009; Silva et al., 2012). Diferente dos nossos
resultados de diversificacdo na Amazonia que foram associados a dinamica histérica da

drenagem dos rios, a evolugdo da drenagem do rio S&o Francisco é bastante antiga (Protejo-
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Paleozoico) e foi modelada por eventos tectdnicos ressurgentes até os 3,0 — 2,5 Mya, estagios
que condicionaram grande parte do sistema de drenagem atual (Trompette et al., 1992; Campos
& Dardenne, 1997; Uhlein et al., 2011). Portanto a colonizacao da populagédo de C. pareola na
Floresta Atlantica, oriunda das conexdes com a Amazonia durante o Pleistoceno Médio, teria
ocorrido muito ap6s o estabelecimento do sistema de drenagem do rio Sdo Francisco.
Consequentemente, a hipdtese dos rios como mecanismo que suportou eventos de
diversificacdo na Amazonia, ndo € suportada com nossos resultados nessa regido da Floresta
Atlantica nordestina.

Sabemos que nenhuma hipotese Unica é capaz de explicar a grande maioria dos padrdes
de biodiversidade em florestas Umidas neotropicais (ver Bush, 1994; Haffer, 1997; Dantas et
al. 2011), no entanto, nossos resultados, adicionados as outras evidéncias discutidas, suportam
e refinam hipoteses de diversificacdo associadas ao papel dos rios nos processos de
diversificagdo amazonica, bem como a conexdes florestais entre a Amazonia e a Floresta
Atlantica nordestina durante o Pleistoceno Médio. Porém, esses resultados ndo suportam uma
influéncia direta das Gltimas maximas flutuacdes climaticas do Quaternario, nesses processos

de diversificacdo, nem da dindmica histdrica dos rios na Floresta Atlantica nordestina.

Implicactes taxonbmicas

Nossas analises filogenéticas (Fig. 3 e 4) mostram claramente a estruturacdo de quatro
grupos bem suportados geneticamente na espécie politipica C. pareola, esses grupos também
foram estruturados por redes de haplétipos (Fg. 4c) e correspondem a trés das quatro
subespécies descritas.

As subespécies amazodnicas, C. p. napensis e C. p. regina apresentam um padrdo de
divergéncia morfoldgica entre elas (Haffer, 1987), napensis é menor quando comparada as
outras subespécies, possui coroa e pileo vermelho mais brilhante e o azul do dorso mais escuro,
enquanto regina possui coroa e pileo amarelo ouro ao invés de vermelho (Neve, 2016). Além
desses fatores, nossas analises mostraram divergéncias nucleotidicas entre essas duas
populaces bem como uma divergéncia datada a cerca de 1,8 Mya. Resultado semelhante foi
encontrado por Agne (2012) em C. linearis e C. lanceolata, ja consideradas espécies plenas.
Dessa forma, seguindo o Conceito Filético Geral de Espécies, quando uma espécie &

considerada uma populacéo diagnosticavel em relacdo a outra e independente evolutivamente
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(monofilética) (Queiroz, 1998; Aleixo, 2007), sugerimos o reconhecimento de C. napenis e C.
regina como espécies plenas.

De acordo com 0s nossos resultados, C. p. pareola ndo corresponde um grupo
monofilético, pois abriga uma linhagem com as populacdes de C. p. pareola do escudo das
Guianas e C. p. atlantica e outra linhagem, separada a cerca de dois milhdes de anos atras da
anterior, com as populagdes de C.p. pareola do sudeste amazonico e da Floresta Atlantica.
Semelhante ao que encontramos, Miller (1908) e Agne (2012), ndo apoiam 0 reconhecimento
de C. p. atlantica, uma vez que alegam que este taxon ndo apresentou independéncia evolutiva
em relacdo a C. p. pareola. Snow (1971) relata que C. p. atlantica é maior que C. pareola
nominal, mas muito semelhante, ndo somente na plumagem, mas também nas vocalizacOes e
no display. A localidade tipo de C. pareola é Cayenne, na Guiana Francesa (Linnaeus, 1766),
consequentemente, o espécime tipo foi proveniente de uma populacdo do Escudo das Guianas.
Portanto, recomendamos que o0 nome da espécie C. pareola seja reconhecido como espécie
plena apenas para as populagdes que ocorrem no escudo das Guianas e em Tobago (clado
representado na cor azul em nossas analises, ver Fig. 3 e 4).

A linhagem monofilética do sudeste amazonico e da Floresta Atlantica ndo apresenta
outro nome citado na literatura, no entanto, recomendamos que seja reconhecida com espécie
plena, pois divergiu da linhagem irma por volta de 2,0 Mya e apresenta uma porcentagem de
divergéncia genética semelhante a divergéncia entre C. regina e C. napensis. Sugerimos uma
nova espécie para representar essa linhagem, que pode ser considerada uma espécie criptica
pela similaridade morfologica com a espécie irma. Nossos dados sugerem que as populagdes
dessa linhagem fazem parte de uma conexao de floresta Gmida da Amazo6nia em dire¢do a atual
Floresta Atlantica nordestina.

Como o conjunto de evidéncias que suporta a historia de diversificacdo da nova espécie
foi baseado nas andlises moleculares e de modelagem de nicho, designamos como série tipo
desse taxon espécimes depositados na Colecdo de Aves Heretiano Zenaide da Universidade
Federal da Paraiba, cujos materiais foram usados nas anélises (Tab. 5).
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Tombo Espécie Sexo Localidade Cidade Estado Pais Data de Coleta  Coletor

Holétipo
CAHZ01267 New taxon Macho RPPN Pacatuba Sapé PB Brasil 17/11/2013  Araujo ef al.
Paratipos
CAHZ01161 New taxon Macho Sede do Parque Nacional de Ubajra Ubajara CE Brasil 13/05/2013  Araujo et al.
CAHZ01173 New taxon Fémea Sede do Parque Nacional de Ubajra Ubajara CE Brasil 14/05/2013  Araujo et al.
CAHZ.00475 New taxon Fémea Barra azul Bonito PE Brasil 10/11/2012 Mariano ef al.
CAHZ00030 New taxon Macho Mata do Pau Ferro Areia PB Brasil 15/01/2011  Araujo ef al.
CAHZ01434 New taxon Fémea Mata do Estado Sdo Vicente Férrer PE  Brasil 20/10/2015  Araujo ef al.
CAHZ01459 New taxon Macho Cachoeira do Itatu Jacobina BA _ Brasil 19/01/2015  Araujo et al.

Tabela 5. Informacdes dos espécimes da série tipo da nova espécie, holétipo e paratipos depositados na Colecéao

de Aves Heretiano Zenaide da Universidade Federal da Paraiba.

Embora nossos resultados suportem o reconhecimento de uma historia evolutivamente
independente da nova espécie, consequentemente, do seu reconhecimento como espécie,
recomendamos fortemente a realizacdo de estudos taxondémicos com observacao detalhada de
varios tracos fenotipicos, incluindo, por exemplo, vocalizagcbes e comportamento, visto que
esses tracos podem ser observados no desvio do sucesso reprodutivo entre machos em varios
membros da familia Pipridae (Ancides et al., 2009) e o repertorio comportamental de corte pode
conter informacdes filogenéticas utilizadas para distinguir espécies da familia (Prum, 1990,
1994; Ancides et al., 2009).
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CONCLUSOES

O presente estudo suportou o reconhecimento de quatro maiores linhagens
evolutivamente independentes, correspondentes a quatro taxons, na espécie politica C. pareola,
0S quais sugerimos que sejam especies plenas: 1) C. regina, C. napensis C. pareola e a nova
espécie. As quatro espécies possuem distribuicdo na Amazénia e a Gltima ocorre também na
Floresta Atlantica. C. regina € grupo irmao de C. napensis e C. pareola da nova espécie, porém,
na Amazonia, as estimativas de todos os splits ocorreram no Plio-Pleistoceno e foram
suportados por evidéncias da historia da dindmica dos rios e ndo das Ultimas maximas
flutuacdes climaticas do Quaternario. Nossos resultados também mostram que a divergéncia
molecular entre as populagdes amazonicas e atlanticas da nova espécie € muito baixa quando
comparada com a divergéncia entre a linhagens separadas pelos rios amazénicos. Ainda, 0s
dados de expansédo populacional sugerem que a conexao entre essas populacdes da nova espécie
ocorreu no Pleistoceno Médio, periodo em que héa varias evidéncias paleontoldgicas de tdxons
florestais amplamente distribuidos na América do Sul. A regido entre 0 médio rio Sdo Francisco
e a Chapada Diamantina foi sugerida como rota de conexao entre as populacdes amazonicas e
atlanticas, com base na distribui¢do atual, paleodistribuicdo potencial e evidéncias de outros

estudos.
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ANEXOS

Anexo 1. Pontos de ocorréncia de Chiroxiphia pareola utilizados para realizar o modelo de distribuicdo de nicho com o algoritmo Maxent.

Fonte Localidade Estado Latitude Longitude
MPEG Tefé, Igarapé Lontra Amazonas -3,325226 -64,71624
MPEG Manicoré, Rodovia do Estanho Amazonas -8,033391 -61,868911
MPEG Rio Ouro Preto, Guajara-Mirim Rondbnia -10,891173  -65,024053
MPEG Municipio de Humaita, Aldeia Pupunha Amazonas -7,526377 -63,016014
MPEG Municipio de Santa Barbara Para -1,227809 -48,307618
MPEG Parque Estadual Monte Alegre Para -2,053994 -54,173577
MPEG Marad, Lago Cumapi Amazonas -1,684304 -65,832807
MPEG Sao Joéo dos Patos Maranhéo -6,454242 -43,693816
MPEG FLONA Amana, lgarapé Montanha Para -4,834245 -56,978655
MPEG Ilha Bela Vista, rio Xingu Para -2,795997 -52,020077
MPEG Parauapebas, Flona de Carajas Para -6,251389 -50,54759
MPEG Séo Roberto, Povoado Cana4 Maranhéo -5,013269 -45,015052
MPEG IIhéus, Ecoparque de UNA Bahia -14,780175  -39,082491
MPEG Estirdo do Equador, Atalaia do Norte Amazonas -4,543056 -71,63242
MPEG Barcarena Para -1,579823 -48,59883
MPEG Guaranta do Norte, Fazenda Séo Jorge Mato Grosso -9,499018 -55,234059
MPEG Fazenda Sapucaia Tocantins -11,996175  -48,979026
MPEG Araguaina, Mata do Garimpinho Tocantins -7,186245 -48,148399
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MPEG José de Freitas Piauf -4,793571 -42,608693

MPEG Novo Airdo, lgarapé-Agu Amazonas -2,871444 -67,7828
MPEG RDS Cujubim Amazonas -0,288318 -67,472583
MPEG Coari, Rio Urucu Amazonas -4,071942 -63,176364
MPEG Jacareacanga Para -7,300014 -57,403557
MPEG Fazenda Tanguro Mato Grosso -12,813702  -52,407739
MPEG Ibateguara, Usina Serra Grande Alagoas -9,656903 -35,738739
UEFS Santa Teresinha Bahia -12,782326  -39,502286
UEFS Ibirapitanga Bahia -14,071529 39,424881
MZUSP Fazenda Encrenca, Amajari Roraima 3,744876 -62,264463
MZUSP Proximo a comunidade Vila Nova, Macapa Amapa 0,195385 -50,860902
MZUSP Rio Parauari Amazonas -3,814297 -57,494641
MZUSP Rio Sucunduri Amazonas -8,251674 -58,959201
MZUSP Prainha Para -1,808232 -53,496129
MZUSP Palmeiras do Tocantins, Matas Virgens Tocantins -6,612206 -47,641347
MZUSP Rio Rooselvet Mato Grosso -10,698909 -60,48293
MZUSP Capela Sergipe -10,45623 -37,007889
CAHz Mata Pau Ferro, Areia Paraiba -6,959984 -35,757227
CAHZ Brejdo, Bonito Pernambuco -9,018932 -36,555903
CAHZ Brejo da Madre de Deus Pernambuco -8,19291 -36,405257
CAHZ Cruz do Espirito Santo Paraiba -7,124433 -35,082156
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CAHZ
CAHZ
CAHZ
MNRJ
MNRJ
INPA
FMNH
Unicamp
FNJV
FNJV
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto

Xenocanto

Sede do Parque Nacional de Ubajra, Ubajara

Paudalho, Aldeia

Sao Vicente Ferrer, Mata do Estado

Iramaia
Presidente Kennedy
Boa Vista
Tartarugalzinho
Salindpolis
Camagari
Quebrangulo, Fazenda Riachao
Praia de Itacaré
Bacia 199 Santarem
Bacia 269 Paragominas
Serra dos Carajas
Amazon Manu Lodge

Yuturi Lodge, Orellana

Engenho Cachoeira Linda, Barreiros

Parque Nacional da Amazoénia

Reserva Extrativista Alto Jurua. Foz do Tejo

Road to the Rio Cuyuni east of Tumeremo, Bolivar

Fazenda Country, Canavieiras,

Ceara
Pernambuco
Pernambuco

Bahia

Tocantins
Roraima
Amapa

Para
Bahia
Alagoas
Bahia
Para
Para
Para
Peru
Equador
Pernambuco
Amazonas
Mato Grosso

Venezuela

Bahia

-3,736862
-7,877269
-7,608643
-13,284381
-8,583356
1,565674
1,63345
-0,621205
-12,702095
-9,247103
-14,315
-2,8528
-3,209
-6,1603
-12,3398
-0,5989
-8,8173
-4,5167
-8,9826
6,9001
-15,4173

-40,902959
-35,186377
-35,410454
-41,158316
-48,427842
-59,9911
-51,29820
-47,331998
-38,367787
-36,426113
-38995
-54,7951
-47,604
-50,3459
-70,7339
-76,0414
-35,4773
-56,3001
-12,7148
-61,2501
-38,9971
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Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto

Xenocanto

Karanambo Lodge

Bacia 103, Belterra

Mata de S&o Joéo

Awala-Yalimapo, Coswine
La Carapa, Macouria
Huaorani reserve
Sao Gabriel da Cachoeira
Campos de Braganca
Estancia Bello Horizonte, 20 km N Puerto Maldonado, Madre de Dios
Fazenda Furna Azul, Rio Araguaia, Ananas
Estacdo Ecologica de Murici
Yasuni NP at Parakeet Lick, Napo
Mata do Crasto, Municipio de Santa Luzia do Itanhy
Lencois, Remanso Road
Sinnamary, Malmanoury river
Tupana lodge,
Fazenda Fausto's a oeste da Colonia, proximo a Uma
Serra dos Caiabis, Alta Floresta
Serra da Ubatuba, Granja
Floresta Estadual Rio Preto-Jacunda, Machadinho d'Oeste,

Porto de Moz

Guyana
Para
Bahia
French Guiana
French Guiana
Equador
Amazonas
Para
Peru
Tocantins
Alagoas
Ecuador
Sergipe
Bahia
French Guiana
Amazonas
Bahia
Mato Grosso
Ceara
Rondbnia

Para

3,826
-2,672
-12,537761
5,7334
4,911
-1,023307
-0,1334
-1,0054
-12,4775
-6,241
-9,3001
-0,5332
-11,3834
-12,548
5,317
-4,067
-15
-10,7501
-3,3001
-8,9244
-1,9456

-59,315
-54,9289
38,337222
-53,9001
-52,46
77,138532
-67,0834
-46,8002
-69,0881
-48,418
-35,9334
-76,3528
-37,4001
-41,362
-52,82
-60,6598
-39
-56,7501
41,1501
-62,0836
-52,3265
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Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Xenocanto
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves

Wikiaves

Itaituba
Timbauba

Parque Dois Irmaos, Recife,

Onverwacht
Santa Cruz Cabralia
Xapuri
Atalaia do Norte
Borba
Careiro
Careiro da Varsea
Manacapuru
Alto Alegre
Canta
Candeias do Jamiri
Vilhena
Aripuand
Nova Xavantina
Acara
Colares
Muana

Primavera

Para
Pernambuco
Pernambuco

Suriname
Bahia
Acre

Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Roraima
Roraima
Rondb6nia
Rond6nia
Mato Grosso
Mato Grosso

Para

Para

Para

Para

-5,6324
-7,6096
-8,0539
5,5834
-16,278206
-10,336902
-4,363439
-4,648658
-3,826508
-3,150265
-3,172327
3,201903
2,621327
-8,809894
-11,399534
-10,197983
-14,703879
-2,03951
-0,926991
-1,332325
-0,958389

-57,1317
-35,3952
34,8809
-55,1667
-39,038921
-68,502271
-70,177265
-59,476142
-60,345012
-59,858529
-60,716837
-63,4018
-60,623875
-63,696534
-60,246703
-59,621123
-52,353162
-48,332612
-48,28307
-49,280585
-47,094329
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Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves

Wikiaves

Senador José Porfirio
Tailandia
Vigia
Ferreira Gomes
Araguantins
Caseara
Porto Nacional
Alcantra
Barra do Corda
Carutapera
Caxias
Godofredo Viana
S&o Benedito do Rio Preto
Séo Luis
Urbano Santos
Altos
Piracuruca
Guaraciaba do Norte
Ipu
S&o Benedito

Vigosa do Ceara

Para
Para
Para
Amapa
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Piaui
Piaui
Ceara
Ceara
Ceara

Ceara

-2,556089
-2,890755
-0,930981
0,854087
-5,6530228
-9,269402
-10,704883
-2,395223
-5,495497
-1,340164
-4,829753
-1,4031
-3,397347
-2,57557
-3,212126
-5,058441
-3,849173
-4,138842
-4,3145
-4,033172
-3,567003

-51,929984
-48,901456
-48,105185
-51,169429
-48,133132
-49,95015
-48,391569
-44,417188
-45,231364
-46,016327
-43,354145
-45,779482
-43,599155
-44,252417
-43,38436
-42,473633
-41,547007
-40,740109
-40,72345
-40,840929
-41,098938
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Wikiaves

Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves

Wikiaves

Baia Formosa

Parnamirim
Conde
Jodo Pessoa
Mamanguape
Natuba
Sapé
Abreu e Lima
Cortés
Lagoa dos Gatos
Moreno
Paulista
Rio Formoso
Tamandaré
Maceio
Pilar
S&o Miguel dos Campos
S&o Miguel dos Milagres
Esténcia

Rio Grande do

Norte

Rio Grande do

Norte
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba

Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Alagoas
Alagoas
Alagoas
Alagoas
Sergipe

-6,380483

-5,884288
-7,253811
-7,096176
-6,874801
-7,634205
-7,048523
-7,909556
-8,395891
-8,655479
-8,108276
-7,936157
-8,66028
-8,761445
-9,658202
-9,597746
-9,791684
-9,25422
-11,271572

-35,018848

35,265423
-34,91819
-34,882987
-35,128353
-35,549474
-35,238827
-34,959672
-35,513211
-35,88189
-35,079108
-34,868143
-35,17885
-35,114659
-35,778627
-35,989339
-36,110733
-35,392974
-37,388113
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Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Wikiaves
Cornell
Cornell
Cornell
Cornell
Cornell

Cornell

Itabaiana
Itaporanga d'Ajuda
Santo Amaro das Brotas
Cachoeira
Cairu
Camacan
Entre Rios
Ibirataia
Igrapitina
Ituberd
Jacobina
Jandaira
Porto Seguro
Urucguca
Conceicdo da Barra
Demerara-Mahaica
Coruripe, Usina Coruripe
8.0 km ENE Careiro do Castanho, Fazenda Toshiba
35.0 km SE Texeira de Freitas, Floresta de Caravelas
Dadanawa, Upper Takutu-Upper Essequibo
Cristalino Ecological Institute

Sergipe

Sergipe

Sergipe
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia

Espirito Santo

Guyana
Alagoas
Amazonas
Bahia
Guyana

Mato Grosso

-10,732922
-10,993742
-10,796532
-12,591888
-13,528827
-15,434507
-11,963657
-13,949793
-13,826021
-13,73631
-11,075952
-11,558065
-16,490616
-14,510799
-18,587027
6,496994
-10,0058333
-3,7947222
-17,7580556
2,923763
-9,597616

-37,36522
-37,305776
-37,069155
-38,272041
-38,957588
-39,540525
-38,092031
-39,677511
-39,133706
-39,168022
-40,624987
-37,816869
-39,280725
-39,290668
-39,745459
-58,083986

-36,2755556
60,2966667
-39,5127778
-58,769187
-55,931219
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Cornell
Cornell
Cornell
Cornell
Cornell
Cornell
Cornell
Cornell

Cornell

Cornell
Cornell
Cornell
Cornell
Cornell
Cornell

Cornell

Villa Tunari, Cochabamba
Belém
Oeste de Manaus, a oeste do Rio Negro
35,0 km Norte de Caranavi; Serrania Bellavista, La Paz
Margem esquerda do Rio Acari
Nordeste flanco Kusad Montanha
Rio Courantyne
10.0 km Oeste para El Palmar
Peru
5,0 km Nordeste de Iquitos, Explorama Lodge, Yanamono Creek,
Loreto
San Pedro, Cuzco
5.0 km Suldoeste de Taisha, Morana-Santiago
Alter do Chéo
Cachoeira Nazare, margem oeste do Rio Jiparana
~ 10 km. Leste de Paso Caruachi, Rio Caroni

Rio Teles Pires

Bolivia
Para
Amazonas
Bolivia
Amazonas
Guyana
Guyana
Venezuela

Peru

Peru
Peru
Ecuador
Para
Rondbnia
Venezuela

Mato Grosso

-16,98
-1,437077
-3,01773
-15,65
-5,2269535
2,8166667
4,742874
7,97
-9

-3,3666667
-13,15
-2,3666667
-2,53537
-8,887569
8,1
-11,220837

-65,4
-48,362985
-60,123626

-67,05
-59,7357485
59,8166667
-57,892072

-61,88

-75

-72,9
-71,3333333
77,5
-54,957694
-62,057267
-62,8
-55,416106
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Anexo 2. Variaveis climéticas (WorldClim), utilizadas para construir os modelos de distribuicao de nicho

do presente e passado [Holoceno, LGM e LIG].

Variavel Descricéo
BIO1 Annual Mean Temperature
BI102 Mean Diurnal Range (Mean of monthly (max temp - min temp))
BIO3 Isothermality (B102/BIO7) (* 100)
BI04 Temperature Seasonality (standard deviation *100)
BIO5 Max Temperature of Warmest Month
BIO6 Min Temperature of Coldest Month
BIO7 Temperature Annual Range (B105-BIO6)
B108 Mean Temperature of Wettest Quarter
BIO9 Mean Temperature of Driest Quarter
BIO10 Mean Temperature of Warmest Quarter
BIO11 Mean Temperature of Coldest Quarter
BI1O12 Annual Precipitation
BIO13 Precipitation of Wettest Month
BI1O14 Precipitation of Driest Month
BI1O15 Precipitation Seasonality (Coefficient of Variation)
BIO16 Precipitation of Wettest Quarter
BIO17 Precipitation of Driest Quarter
BI10O18 Precipitation of Warmest Quarter
BI10O19 Precipitation of Coldest Quarter
ALT* Altitude

* A variavel altitude foi utilizada apenas no modelo de distribui¢ao de nicho do presente.
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Anexo 3. Gréaficos representando os valores (médias) de AUC dos modelos de distribuigdo de nicho

presente, holoceno, LGM e LIG.

Average Sensitivity vs. 1 - Specificity for species Average Sensitivity vs. 1 - Specificity for species
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